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La presente invention concerne des medicaments antlmicro- 
biens et plus pcurticulierement des compositions antimicrobiennes 
constituees de composes antimicrobiens unis par covalence a des 
supports polymeres de taille relativement importante et un precede 

5 de lexir preparation • 

Beaucoup de composes antimicrobiens pourraient Stre utili- 
ses en therapeutique humaine ou animale s'ils ne devenaient pas 
toxiques lorsqu*ils sont absorb^s par la peau, les muqueuses ou 
. les voies gastro-intestinales. Pair exemple on utilisait couram- 

10 ment jusqu*^ ces derniers temps I'hexachlorophene comme desinfec- 
tant et atntimicrobien dans les savons et detergents. Cependant on 
n'emploie plus de fa^on habituelle 1 • hexachlor ophene , car il peut 
Stre absorbe par la peau et presenter une toxicite neiarologique. 
Dans le m§me ordre d'idees, des programmes de recherches pharma* 

15 ceutiques ont conduit k I'isolement et St la caracterisation d»un 
grand nombre de produits naturels ayant une activite antiraicro- 
bienne,.mais qu'on ne peut utiliser en raison de leurs effets 
' toxiques • Pour reduire au minimum 1 'absorption et localiser I'a- 
gent antimicrobien, on applique frequemment les antibiotiques par 

20 voie locale dans des pommades immobilisantes. Par exemple, le 

"Neosporin" renferme de la bacitracine, de la polymyxine et de la 
neomycine dans une base pour pommades* Ces trois antibiotiques 
sont rarement utilises par voie interne en raison des effets toxi- 
ques secondaires de leur emploi. Dans le cas du "Neosporin", la 

25 pommade sert essentiellement k localiser la zone de traitement, 
Cependant on connait de norobreux agents antimicrobiens que 1 'on 
ne peut appliquer mSme dans une base pour pommades a des zones 
locales car ils seraient absorbes et toxiques. Le chloramphenicol 
et la riovobiocine sont des agents antimicrobiens extrSmement toxi- 

30 qlies qui sont rapidement absorbes par les voies gastro-intestina- 
les. Leiir emploi n*$st recommande que dans les infections que 
l"on ne peut traiter de fagon efficace avec des agents moins toxi- 
ques. 

Dans certains domaines, on a tente d'unir de fa^on perma- 
35 nente de-petites molecules k des molecules supports polymeres 

bien plus importantes qui, en raison de lexir taille, empfichent le 
passage des petits agents chimiques Si tr avers la surface de la 
peau ou des muqueuses. 

Cette technique d» immobilisation moleculaire a ete appli- 
40 quee a\ix additifs alimentaires et on trouvera une etude de cette 
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application particulifere dans les numeros de janvier et juin 1974 
de Pood Engineering; dans The Manufactmring Confectioner, Volume 
54, n*2,fevrier 1974; et dans un article du i8 Juin 1973 de Wall 
Street Joxirnal. II semble que les colorants alimentaires, les 
5 anti-oxydants et d'autres. additifs, lorsqu'on les unit chimique- 
ment k des molecules de polymer e, traversent les voies intesti- 
nales sans Stre absorbes, 

Bien qu'on colorant ou un anti-oxydant alimentaires, lors- 
qu'ils sent immobilises par fixation chimique ci une. molecule sup- 

10 port polymere, puissent conserver leur couleur ou leurs proprie- 
tes d» inhibition de I'oxydation avant 1 'ingestion, on ne peut 
s'attendre a ce qu^un agent pharmaceutique tel qu*un agent anti- 
mi crobien conserve son activite lorsqu'on I'a ainsi immobilise. 
De plus, alors que les colorants et les anti-oxydants jouent leur 

15 r61e dans 1* aliment avant 1 'ingestion, en ameli6rantl» aspect ou 
en conservarit la saveur, il est inutile que ces agents chimiques 
conservent leurs proprietes desirees apres ingestion. Au contrai- 
re, un agent antimicrobien doit conserver son activite biologique 
vis-^-vis des microbes dans tous les environnements d" utilisation. 

20 De plus, des raisons pratiques permettent de penser que lorsque 
ces agents pharmaceutiques sont fixes de fa^on permanente a des 
molecules supports polymferes par des liaisons chimiques stables, 
ils perdent leur activite biologique. 

par exemple on a forme des derives de fibres cellulosiques 

25 et de cations antibacteriens ou de restes organomercuriels ou or- 
ganostanniques. On a indique que ces fibres traitees presentaieiit 
une activite antibiotique a condition que les molecules actives 
soient liberees par degeneration de leurs liaisons chimiques avec 
les fibres supports; lorsqu'on utilise des liaisons totalement 

30 stables, les fibres traitees n*ont pas d" activite antibiotique. 
(Z.A. Rogovin et A.D. VirniJc dans "High polymers", (N.M. Bikales 
et L.Segal, eds.) Volume V, Partie V, Wiley-Inter science, 1971, 
pp. 1333-1336). 

De nombreux brevets decrivent 1« immobilisation temporalre 

35 d» agents pharmaceutiques actifs par adsorption ou dispersion dans 
des huiles ou la pectine (brevets de H.Welch. U.S. n* 2 491 537, 
n* 2 518 510, et de B.S. Whittingham U.S. n** 2 481 805 et n" 
2 481 804), par liaisons ioniques k des acides ou des bases poly- 
mferes (brevets P.C. Wirth U.S. n** 3 832 340 et L.Loewe U.S. n* 

40 2 656 298) ou par des liaisons chimiques ins tables (brevet C.F. 



3 



2342740 ' 



Collins et L^J. Dahe U.& n* 3 320 236. Ces preparations modi- 
fient la duree d« action de 1» agent raedicamenteux en provoquant 
sa liberation lente, mais il est evident que seul 1 'agent medica- 
menteiix libre, apres liberation du complexe, est actif et non 
5 1» agent medicamenteux imm bills e lui-mgme. 

On ne connait done pas de precede pour resoudre le proble-* 
me de I'obtention d»un agent antimicrobien immobilis^ de fa?on 
permanente par liaison stable Sl une molecule support polym^rei 
mais conservant l»activite cotrespondant a 1» utilisation d'origi- 
10 ne, quelle que soit cette utilisation. 

Bien que 1» obstacle principal qui est vaincu par 1' inven- 
tion soit la necessite de conserver I'activite biologique des 
agents antimicrobiens immobilises, il existe d'autres aspects des 
probleraes dont on doit tenir compte pour atteindre une solution 
15 pratique tels que: 1 • identification des supports polymeres qui 
sont appropries par leur taille, leur forme et leurs proprietes 
physiques et chimiques pour perraettre 1» immobilisation requise, 
empSchant le passage a travers la peau, les plaies cutanees et 
les rauqueuses, la resistance k la phagocytose ou la retention au 
20 point d« application; le choix de la taille et la nature des liai- 
sons chimiques en fonction de 1 'agent antimicrobien et de la mole- 
cule support; et la determination du site mol4culaire sur lequel 
on peut fixer 1 'agent antimicrobien par I'intermediaire de la 
liaison chimique d» immobilisation. Ce sont en pratique ces devix 
25 derniers aspects qui sont tres importants pour assurer la conser- 
vation de 1' activity biologique de 1» agent antimicrobien a I'etat 
immobilise. 

L' invention a pour objets : 
-des principes pharmaceutiques h activite antimicrobienne 
30 convenant k 1» administration interne par les voies gastro-intes- 
tinales ou Sl I'application locale, sans risques d'absorption ni 
de distribution ulterieure dans le systeme circulatoire, 

-des principes pharmaceutiques k activite antimicrobienne 
immobilises convenant i 1' administration interne par les voies 
35 gastro-intestinales ou a 1* application locale, sans parte ni dilu- 
tion du compose antimicrobien i partir du site d » application par 
passage a travers la peau, les plaies cutanees ou les muqueuses; 

-des principes pharmaceutiques antimicrobiens immobilises 
qui, lorsqu'on les administre par voie interne ou locale, ne 
40 provoquent pas'd'effets toxiques secondaires, resistent a la 
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phagocytose et ne provoquent pas de senslbilisation Immunol oglque; 

-un precede pour preparer ces principes pharmaceutiques 
k activite antimicroblenne imraobilis& ; et 

-1» Immobilisation d'un principe pharmaceutique actif par 
5 xinion par covalence du principe Sl une molecule support polymere 
relativement grosse, tout en conservant 1 'activite pharmacologi- 
que specif ique dju principe. 

D'autres caract^ristiques et avantages de 1» invention res- 
sortiront de la description qui suit^ 
) L* invention concerne done des composes ou principes anti- 

roicrobiens lies par covalence St des supports polymer es, par exem- 
ple k base de polysaccharides, d'origine naturelle ou synthetic 
que. Cette immobilisation empSche la dissolution, !• absorption 
et le transport des composes antimicrobiens dans ou k travers la 
) peau, les plaies cutanees et les muqueuses, ce qui liraite leur 
action k des emplacements specif iques et supprime les eff ets toxi- 
ques secondaires. La fixation par covalence de composes antimi- 
crobiens k des supports polym^es ^selon 1* invention conduit k des 
composes antimicrobiens f ix4s qui conservent leior activite antimi- 
D crobienne et dans lesquels le couplage par liaison covalente du 
compost antimicrobien au support polym&re est stabme dans tous 
les environnements d»emploi, y compris les environnements gastri- 

ques II f aible pH. 

Les composes antimicrobiens inmiobilises ont de noirtbreuses 

25 utilisations. Par. exemple les antibiotiques qui sont trop rapi- 
dement absorbes par voie locale peuvent Stre utilises localement 
apres immobilisation par fixation covalente a des supports poly- 
meres. Les antibiotiques qui, par administration interne, traver- 
seraient les muqueuses gastro-intestinales peuvent §tre adminis-. 

30 tr^s par voie orale aprfes fixation par covalence h des supports 
polymeres pour traiter des - infections de I'intestin et de I'esto- 
mac* On peut choisir la taille et la forme du support polymere 
pour les adapter a l»emploi particulier de 1» agent antimicrobien. 
Dans le cas de plaies ouvertes ou de blessures, la forme du sup- 

35 port polymfere doit &tre telle c[u»il empgche le passage dans le 
systfeme vasculaire du compost antimicrobien par la plaie ouverte 
ou la blessure. Done pour tine telle utilisation les fibres de 
cellulose sous forme d»un pansement constituent un bon exemple 
de support polymere de 1' agent antimicrobien. Dans le cas d»a- 

40 gents antimicrobiens presents dans des savons ou des detergents, 
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11 est preferable que le support polymere soit un compose soluble 
dans l*eau« 

On peut citer comme exemples caracteristiques d^antibioti- 
ques susceptibles d'etre utilises apres immobilisation, la vanco- 
5 mycine at la bacitracine. Ces deux antibiotiques ont des effets 
ind^sirables graves lorsqu'ils penetrant dans le systeme circula- 
toire. Cette penetration peut s»effectuer lorsqu'on applique ces 
antibiotiques par voie locale a des plaies ouvertes. Les effets 
indesirables de la vancomycine peuvent etre des reactions d'hyper- 

10 sensibilite (eruptions cutanees en macules et anaphylaxie) , des 
frissons, de la fievre, une toxicite vis-a-vis des oreilles et des 
reins et en particulier une surdite et des alterations renales. 
Done la vancomycine est actuellement peu utilisee en therapeuti- 
que. Les effets indesirables de la bacitracine peuvent Stre des 

15 reactions d» hyper sensibilite, des nausees, des vomissements, une 
diarrhee, une cylindrurie, une proteinuric, une hematurie et une 
alteration renale grave (oligurie et anxirie). 

II est bien stir impossible d'enumerer tous les emplois 
concevables des composes antimicrobiens immobilises. De fa9on g^- 

20 nerale ils sont utiles pour tous les traitements de l^homme et 
des animaux (a I'exception de 1 ■administration parenterale,c«est- 
^i-dire a 1 'exception de 1 'introduction dans le systeme cardiovas- 
culauLre) daiis le cas oix le compose antimicrobien non fixe k un 
support serait absorbe par la peau ou les muqueuses et provoque- 

25 rait des effets toxiques secondaires indesirables. D'autres avan- 
tages importants sont la meilleure retention des composes antimi- 
crobiens -immobilises au site d'application et leur inertie rela- 
tive vis-i-vis des modifications chimiques ou enzymatiques. 

Selonl* invention on peut utiliser toutes les reactions 

30 chimiques provoquant une liaison covalente stable des composes 
antimicrobiens sous des formes actives du point de vue biologique 
et pharmaceutique h des molecules relativement grosses telles que 
des supports de ma tier es solides (telles que le verre) ou poly- 
meres (telles que la cellulose) pour empficher 1' absorption de 

35 ces composes suitimicrobiens a travers la peau ou les muqueuses, 
ainsi que leur dilution, leur perte et leur phagocytose. De fa- 
qon generale on utilise par exemple des reactions de couplage 
avec des polysaccharides actives ou des aminotriazines ; des reac- 
tions de formation d' amides, de sulfonamides, de carbonates, d 

40 carbamates, d'iso-uree et d'autres liaisons de type iminocarbcnate; 



6 



234274a 



des reactions capables de former des liaisons esters, amines, 
sulfures ou ethers; des reactions Impllquant la formation et la 
reduction de bases de Schlff ; et des reactions Impllquant des 
liaisons aldol, aldol deshydrate, alkyles et acyles. Dans la pre- 
5 sente description^ le terme "antlmicroblen" deslgne tous les ty- 
pes d' agents anti-infectleux, antiblotlques , antibacteriens , antl 
viraux, antlparasitaires, antlf ongiques et similaires. 

On connait de nombreux composes antiralcrobiens utiles pour 
lutter contre divers types d* infections de I'homme et des anlmaux 

10 et 1 • Invention n'est pas limltee a un groupe ou k un compose antl 
microblen partlculler ni ^ une cat^gorle de poids moleculaires 
partlculiere. Comme 1» invention est extremeraent utile dans le 
cas des agents antimicrobiens ayant des effets secbndaires toxl- 
ques par application ou administration ci l^homme ou aux animaux, 

15 ces composes constituent de f agon logique des princlpes antimi- 
crobiens utiles dans 1» invention. Cependant il convient de noter 
que des composes antimicrobiens auxquels on ne connait pas d' ef- 
fets toxiques secondalres et pour lesquels on ne soupgonne pas 
la posslbllite de tels effets, peuv en t de fagon tres avantageuse 

20 Stre unls a une molecule support empfichant 1 ♦Inactivation, la 
perte ou la dilution de 1» agent ^ partir du point d» application. 
De plus, cette immobilisation evite une sensibillsation Immuno- 
loglque par emplol repete del* agent antlmicroblen. Une liste 
non exhaustive de tels composes figure cl-apres k titre purement 

25 lllustratif* ~~ 
Composes antimicrobiens et antiblotlques 

a. Diamines aliphatiques correspondant a la formule g^n^rale 
cl-dessous oil n a une valeur de 2 a 18 : 
NH-CH2- (CH2 ) j^-CH^-NHg . 
30 b. Polymyxlnes B^, B^, et D2 ayant la formule developpee 

sulvante: 

NHj 

/DAB - Y - Z 

,c R - DAB - L - Thr - X - DAB DAB - NH- 

I \ / ^ 

L - Thr - DAB 

Dans cette formule, les symboles R, X, Y et Z ont les slgnlfica- 
40 tions chlmlques suivantes; 
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Type de polymyxine 



«1 
Bo 



R 


X 


Y 


Z 




TYAR 


D— Phe 


L-L u 


MeHep 


DAB 


D— Fne 


ju-*ijeu 


Mepct 


D-Ser 


D-Leu 


L-Thr 


MeHep 


D-Ser 


P-Leu 


L-Thr 



MeOct ■ acide m6thyl-6 octanolque; MeHep » adde m6thyl-6 
heptanolquej DAB » acide L-«,Y-dlaininobutyriquej Thr » threonine 
Phe = phenylalanine! Ser = serine; Leu = Leucine. 
10 c. Bacitracine A ayant la formule d^veloppee suivante: 



CH3 - CH 



CH- J 



? 

c 



15 



L - His 



D-Phe 

- lieu 



-:— ^ D - Asp 
D - Orn 



L - Leu 



^ L -Asn D - Glu 

L - Lys C L - lieu 



d. Penicillinesi d&ives de peniciUine et cephalosporines , 
20 tels que par exeraple les composes suivants: 



25 



30 



35 



40 




Benzylp^nicilline 



NH. 



CH- 
I ^ 

C - CH, 



•N- 



C - H 

OOH 



Acide amino-6 p^nicillanique 

0 
I 

CH^ - 0 - C - CH3 
C4phal sporSne C 
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Aminoph^nols et aminophenols substitu^s de formule deve- 
loppee suivante : 




A, B, C et D peuvent representer par exemple H, P, Cl, Br, 

10 NOgi NH^, COOH et OH. 

f. Antibiotiques polyenlques tels que ceux ci-dessous: 



H OH 



20 




Amphoterldnes 



25 



30 



CH 




35 



Filipine 

g. Composes mercuriels organiques tels que les trois cpmpo- 

40 s6e illustratlfs ci-dessous : 
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CH- 





NO. 



Nitromersol 



10 



aHg - NO3 



15 



Nitrate phenylmercurique 



COgNo 




20 



S - Hg - CH^CHj 



Thlmerosal 



h» Antibiotiques du groupe cle la vancomycine, tels que par 
example la ristomycine A correspondant i la structure partielle- 
25 ment Stabile sulvante : 
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structure partielle de la ristomycine A 



0 
II 

5 CH, — O — C — Rj 




oil les symboles St repr^sentent des groupes de liaison inde- 
termin^s. 

1. B^phenium correspondant k la formula developpee ci- 

30 des sous : 



35 



40 
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j . Dichlorophene correspondant a la f ormule developpee ci- 

dessous : 



OH HO 



5 




Ic, Hexylr^sorcinol correspondant a la f ormule developpee 

10 ci^essous : 




Les composes antimicrobiens pr^feres que l»on unit k des 
■supports polymeres sont les antibiotiques et plus particuliere- 
ment ceux qui exercent leur activity pharmaceutique ou antimicro- 
20 bienne par action sur ou dans les parois ou membranes cellulalres. 
Les plus importants d'entre eux sont les polymyxines, la bacitra- 
cihe et les antibiotiques poly^niques* 

De m&xae que les composes antimicrobiens, les supports poly- 
meres utiles sont trop nombretix pour pouvoir 6tre tous cites. 
25 Cependant la liste suivante de supports appropries choisis parmi 
les polysaccharides nattirels et modifies, le verre et les polymfe- 
res synth^tiques, illustre la grande diversite des supports possi- 
bles. 

parmi eux on pref ere les polysaccharides et en particuller 
30 le dextrane et la cellulose. 

Supports solldes et/ou polymeres 
Supports naturels. 

1, Cellulose : la cellulose est un polymere lineaire de motifs 
de D-glucopyrannose unis par des liaisons p (1,4). Sa structure 
35 est la suivante: 




40 HO HO HO 
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2. Oextranes: les dextranes sont des polymer es ramifies de 

motifs de D-glucopyrannose; le squelette comporte des liaisons a 
(1,6) et les ramifications correspondent k des liaisons a (1,2), 
a (1,3) et a (1,4). La structmre du squelette est la suivante: 
5 • 



10 




Les chaines de dextrane peuvent Stre reticul^es par de 
15 I'^pichlorhydrine; des chalnes hydroxy-2 propyles s^unissent par 
liaisons 1,3 attx radicaxix hydroxy libres des chaines de dextrane. 
La Societe "Pharmacia" commercialise sous le nom de Sephadex des 
pertes de dextranes presentant divers degres de reticulation. 
3. Agarose ; 1* agarose est un polysaccharide lineaire compor- 

20 tant des radicaiix alternes de D-^alactopyrannose et d » anhydro-3 , 6 
L-galactopyrannose. Sa structure est representee ci-apres. La So- 
ciete Pharmacia commercialise de I'agarose reticule en per les 
sous les denominations de Sepharose 2B, 4B, 6B et CL2B, CL4B et 
CL6B. 




4« Amidons : par exemple l«a~amylose est un polymere non ra- 

mifi^ de D-glucopyrannose a liaisons a (1,4) et I'amylopectine 
est un polymere ramifie ayant un squelette d'a-araylose et des ra- 
35 mifications k liaisons a (1,6). 

5. L^inuline est un copolymere complexe de motifs de D- 
glucopyrannose et de D-fructofurannose. 

6. Les xy lanes sont des polymferes lineaires de motifs de D- 
xylopyreuinose a liaisons p (1,4). 

40 7 • Les mannanes sont des polymeres de D-mannopyrannose St 
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liaisons p (1,4). 

8. Les glucomannanes sont des copolymer es de D-glucose et de 

D-mannose k liaisons p (l|4}« 

9« Les galactanes et les arabinogalactanes sont des polymeres 
5 fortement ramifies de motifs de galactose- ou de motifs de galac- 
tose et d'arabinose xinis respectivement par des liaisons 1,6 et 
1,3. 

10. Gomme arabique et autres gommes v^getales 

!!• Collagene et autres polypeptides naturels ou synthetiques 

10 et levirs derives. 

Supports constitues de polysaccharides modifies 
1. Le traitement- de polysaccharides par l*acide periodique 

en conditions raoderees provoque la ruptur^ie certaines des liai- 
sons diol-1,2 pour former des fonctions dialdehydes. On ne doit 

15 pas provoquer des coupures trop importances de la chain e polymere. 
On peut utiliser les fonctions aldehydes comme sites complementai- 
res de modification. 

■2. Les radicaux fonctionnels naturels des supports polysaccha- 
ridiques sont des -^^dicaux hydroxy primaires et secondaires et 
20 dans certains cas des radicaux acides carboxyliques (par exemple 
gomme arabique et xylanes). On peut citer comme autres groupes 
fonctionnels pouvaint en deriver : 

-O-CHgCO^H : Carboxyraethyle, par reaction avec I'hydroxyde de so- 
dium et le chloroacetate de sodium; tel que par exemple la carbo- 
25 xymdthylcellulose du commerce. 

-OCH2CH2NH2 : Aminoethyle, par reaction avec I'hydroxyde de so- 
dium et le sulfate d» aminoethyle; tel que 1« aminoethylcellulose 
du commerce. 
-O-SOjR : 

30 (ou R represente alkyle ou aryle) : 

Sulfonate, par reaction avec le chlorure de sulfonyle correspon- 
dant en presence d'une amine tertiaire. 

Halogeno : Halogeno, par traitement avec I'acide bromhydrique ou 
iodhydrique. 

-0-CH2-CliH:H2 : Epoxy-2,3 propoxy, par reaction avec I'epichlo- 
rhydrine, en presence d»une base; des preparations de matieres 
presentant de tels groupes fonctionnels sont commercialisees par 
la societe Pharmacia sous le nom de "Epoxy-activated Sepharose 

6B". 
40 Verre. 
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On peut repr^senter la structure du verre de la fa^on sul- 



vante: 



15 



20 



I 

-Si 

I 

O 



0 
0 



I 

Si 
I 

O 
SI 

I 



- OH 



- OH 



Le groupe fonctionnel naturel du verre est un radical Si- 
OH. On peut clter comrae exemples d'autres fonctions pouvant fitre 
prdsentes dans le verre . 



10 



- Si 



- Si 




CH^X 



n 
X 



1-3 
Hal. 



-Si-CH » CHj 



CH- 
I 3 



-Si-CHg-CHg-CHj-O-CO-C 



-Si-CHg-CHg 



CH^ 




-Si-CH2-^"2"^"2"'°'^"2 " 
-S i-CHj -CHg-CHg -SH 

-Si-CH2-CH2-CH2-NH2 

-Si-eH2-CH2-CH2-NH-CH2-CH2-NH2 

-Si-<:H2"CH2-CH2-Cl 

Polymferes synthetlques « 
!• Poly aery lamldes : 

La structure des polyacrylamides est representee cl- 
dessous. Cette structure est parfois reticul^e avec des motifs 
35 de m6thyl^ne-bis-acrylamlde ou de diacrylate de methylene, la 
Society Bio-Rad Laboratories commercialise ces matiferes en per- 
les avec divers degres de reticulation, sous la denomination de 
BioGel. 
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Les groupes fonctlonnels des acrylamldes sont des radl- 
cavx carbamoyles . On peu-b transformer ces radicaux en d*autres 
radlcaux convenant a la fixation de medicaments, comme indique ci- 
dessous • 

NaOH ROH 



5 -CHj - NHg 



LiAIH 



H + 



H^NOH 
_CO-,R CONHOH 



-CONH. 



RgNH 



10 



A 

HgNNHg 



- CONRg 



CONHNH^ > -CO - NH - NH - COR 



HONO 
-CO-N3 

-3^5 plusieurs de ces derives sbnt commercialises par la Socl^t^ 

Bio-Rad Laboratories par exemple le derive de type hydrazide 
(Hydrazine Bio-Gel P-2 et P-150), le derive aminoethylique (Affi- 
-Gel 701 et Aminoethyl Bio-Gel P-2 et P-150) et le deriv^ carboxy- 
le (Affi-Gel 702 et Bio-Gel CM-2). 
20 2 • polyacrylates : 

La structure des polyacrylates est la suivante: 
R» R" 




25 

R « H, C2Hg 
R»B H, CH3 

Les fonctions naturelles de ces supports sont un radical 
carboxy ou ester. Des reactions de modification de ces groupes 
30 fonctlonnels, utiles pour la fixation de medicaments, sont il- 
lus trees ci-dessous: 



COgR 



35 



LiAIH. 



R"OH 



RjNH 



- COgNR^ 



-CHgOH 
3, Polystyrenes. 
40 La structure des polystyrenes est illustree ci-dessous. 
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On peut se procurer dans le commerce divers polystyrenes dont 
certains sont sous forme de perles ayant une faible teneur en 
divinyl-1,1 benzene comme agent de reticulation: 



10 




R » H,CH2Cl,SOjH 



R R R R 

Certalnes reactions d« introduction de groupes fonctionnels 
dans le polystyrene convenant II la fixation de medicaments sont 
illustres par le schema suivant: 



15 



20 



25 




HNO3 
H2SO4 



MeOCHgCl 



SnCl, 



CISO3H 




SOgCl 




Nal ou NaBr 



I- 

Br 



30 



35. 




N=C«S 



La Societe Bio-Rad Laboratories commercialise des perles 
40 de polystyrene reticule et chloromethyle sous la denomination de 
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10 



15 



Bio-Bead S-Xl et S-X2. 

4. Alcool polyvinylique: 

On prepare cette inatiere support par hydrolyse du poly* 
(acetate de vinyle). Sa structure est la suivante: 




OH OH OH . OH 

Le groupe fonctionnel naturel de cette matiere est le 
radical hydroxy. Done on peut le soumettre a toutesles reactions 
de transformation fonctionnelle decrites pour les supports poly- 
saccharidiques, a l»exception de la transformation par l>acide 

geriodique. ^^^^ polyethylene et d» anhydride maleique: 

Cette matiere comporte des motifs reactifs d» anhydride 
succinique et on peut I'utiliser pour fixer directement des me- 
dicaments* 




20 

6. D'autres matieres supports possibles sont des polyme- 

res de condensation tels que les polyesters et les poly amides 
(nylon) et la polyvinylpyrrolidone. 

Comme la taille du support doit etre suff isamment impor- 

2S tante poxir empScher la phagocytose ou la penetration a travers 
les membranes biologiques, et que le diametre des cellules pha* 
gocytaires typiques, exprime en microns, est le suivant : mono- 
cytes (14-20) ; macrophages (20-40); neutrophiles (12); cellules 
de Langhans (40-50), on estime que les molecules supports de 

30 l»-inventipn doivent avoir un diamfetre superieur a environ SO/um. 

On peut unir de diverses fagons, comme deer it en de- 
tails ci-apres, les composes antimicrobiens et les supports soli- 
des pour que les composes antimicrobiens demeurent actifs du 
point de vue pharmaceutique. Une des formes de liaison consiste 
35 k interposer un bras moleculaire entre le support et le compose 
antimicrobien pour permettre une penetration suffisante de la 
cellule cible par le medicament, tandis que la molecule support 
limite le mouvement du medicament. A titre purement illustra- 
tif, pour montrer que les medicaments fix^s peuvent conserver 

40 lexir activite pharmaceutique, on fixe par covalence de la 
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polymyxine B i des perles d» agarose active en interposant un 
bras hydrocarbone de 10 A et on met en evidence la conservation 
de l^activite antimicrobienne de la polymyxine B. 
EXEMPLE I^ - 

5 On fixe par covalence de la polymyxine B, qui est un agent 

antimicrobien naturel connui k des perles d' agarose, en faisant 
reagir la polymyxine B llbre avec des perles d* agarose active 
(commercialisees sous le nom d»Affi-Gel par la Societe Bio-Rad 
Laboratories ) • La structure de 1» agarose active (Affi-Gel 10) 

10 est la suivante : 



HO O 



agaros€-0-CH2-CH2-CH2-N-C-CH2-CH2-C-0-N 



0 

15 On fixe par covalence le bras lateral active a 1 'agarose 

par une liaison ether stable^ On couple la polymyxine B a 1 •Affi- 
Gel 10 comme indiqu^ ci-dessous : 

HO 0 n 



agar OS e-0- ( CHg ) 3 -N-C- ( ) 2' 



20 



r 
o 



+ H2N-polymyxine B 



HO ^ 

pHa7, 0 agarose-0-{CH2 ) ^-I^f-^-tCHg )2"^-NH-polymyxine B 



25 



Les conditions de couplage sont les suivantes: 
!• On dissout 2,5 g (It 8 millimole) de polymyxine B dans 

25 ml de tampon phosphate 0,1 N pH 7,0. 

2* On ajoute la solution ci-dessus a l gd» Affi-Gel lO d^shy- 
drate pour obtenir 15 ml d« Affi-Gel gonfle renfermant environ 

30 Of 18 millimole de bras lateraxox actives* On fait ensuite rSaglr 
ce melange pendant 8 heures k 4"C en agitant* On lave le derive 
final avec du chlorure de sodium 1 N jusqu'a ce que l^absorbance 
de I'eluat 260 nm soit nulle. 

Comme on le voit, les drives de ce type reagissent avec 

35 les radicaux amino libres de la polymyxine pour former des liai- 
sons amides entre les perles d* agarose et la polymyxine. La lon- 

o 

gueur du bras hydrocarbone est d* environ 10 A et le dlametre des 
perles d» agarose hydrate est d» environ 74 Si 149 /um. Cette taille 
des perles est suffisamment importante pour empecher la phagocy- 
40 tose ou.la penetration a travers les membranes biologiques. 
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Lorsqu'll est gonfle, l»Affl-Gel 10 renferrae environ 8 k 
12 /imoles/ml de groupes actives. Par consequent on utilise un 
exc&s molaire de polymyxlne B decuple par rapport aux bras actifs 
pour empecher qu'il se forme des liaisons amides multiples avec 
5 la polymyxlne B qui comporte 4 radicaxax amino libres. La modifi- 
cation chimique de .l'un quelcpnque des radicatix amino ne detruit 
pas I'activite antibiotique, contrairement a la modification de 
deux radicaux amino ou plus. Par consequent on choisit des condi- 
tions de couplage telles qu^en moyenne les molecules de polymyxlne 

10 ne Solent fixees aux per les d» agarose que par une liaison amide. 

Apres fixation par liaison covalente de la polymyxlne B 
aux per les d« agarose, on lave a fond i ml de ce derive avec de 
l*ethanol et de I'eau pour eliminer tbute la polymyxlne libre. 
Le lavage consiste k utillser success ivement 200 ml d'ethanol a 

15 10 % dans l»eau, 200 ml d'etbanol a 5 % dans I'eau et 200 ml 
dTeau. elimination efficace de la polymyxlne B non fixee par 
cette technique de lavage, est prouvee par le fait que dans les 
llquides de lavage sulvants on ne peut mettre en evidence de po- 
lymyxlne B libre par determination de l»activlte antimlcrobienne 

20 ou absorption dans 1» ultraviolet. La technique de lavage peut 
6tre dlfferente tant qu'elle ellmine toutes les traces de poly- 
myxlne non couplee. II est Important que le liquide de lavage 
final ne renferme pas de solvent organique tel que I'ethanol 
residuelt qui pourralt fausser 1' interpretation des resultats. 

25 On etablit l»activite antimlcrobienne de 3a polymyxlne B 

fix^e k des per les d' agarose de la fa?on suivante. On introduit 
un milieu de culture sterile k I'interieur (50 ml) et a l»exte- 
rieur (lOO ml) d'un sac de dlalyse dispose dans un erlenmeyer. 
On place des perles de polymyxine-agarose a l^interieur du sac 

30 de dlalyse et on ensemence le milieu de culture interieur et le 
milieu de culture exterleur avec un nombre variable d» Escheri- 
chia coll (ATCC n** 25922) viables compris entre 1 x lO^ et 
8 

1 X 10 micro-drganlsmes, Lorsqu'on place 0,1 mg de la polymyxlne 
fixee Sl 1» agarose a 1* interieur du sac de dlalyse, on constate 

35 IJabsence de d^veloppement bacterlen k I'interleur du sac lorsque 
1' Inoculum est constitu^ de 1 x 10 micro-organismes ou moins 
(tableau X). De mgme, lorsqu*on place la polymyxlne fixee a 1* aga- 
rose k 1' exterleur du sac, on n* observe pas de developperaent bac- 
terlen a 1 'exterleur du sac (tableau I). Des bacteries se deve- 

40 loppent tou jours dans le milieu de culture exterleur lorsque les 
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perles de polyrayxlne-agarose sont ^ l.» int^rieiir du sac et dans 
le milieu de culture inter ieur lorsque les perles de polyrayxine 
agarose sont a I'exterieur du sac. Dans les experiences temgins, 
on place de la polymyxine B libre (non fixee) a I'interleur du 

5 sac de dialyse. On ne constate pas de developpement bacterien 
i 1» inter ieur et a l«ext^rie\ir du sac, Dans d^autres experiences 
temoins, on montre que les perles d' agarose auxquelles de la 
polymyxine B n'est pas fixee par liaison covalente n»emp6chent 
pas le developpement bacterien. 

10 Cette experience 6tablit les points suivants : 

1. La polymyxine fixee k des perles d» agarose conserve son 
activite antimicrobienne. 

2. La polymyxine" est unie par covalence aux perles d* agarose 
car la polymyxine que l»on a. fait r^agir chimlquement avec les 

15 perles d'agarose ne traverse- pas le sac de dyalise, tandis que la 
polymyxine libre le traverse, 

3. De la polyrayxine sous une forme active, pouvant traverser 
le tube de dialyse, n'est pas liberee des perles par reaction 
avec £• coli, 

20 - -TABLEAU I- 

Effet de la polymyxine-agarose s\ir la croissance d'£«coli 
Echantillon et Nombre d'E.coli, Noiribre de coliviables/ml 
- description dans 1» inoculum apres l8 h a 37*C 
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dans le sac de 
dyalise 


k I'ext^rievir 
du sac de 
dialyse 


0,1 mg de poly- 












myxine-agar OS e 


5 


x 




0 


1,9 X 10^ 


dans le sac de dia- 












lyse 












30 0,1 mg de polyray- 












xine libre dans 


5 


X 




0 


450 


le sac de dyalise 












0, 1 mg de poly- 












myxine dans le sac 
35 de dyalise 


1 


X 




0 


2,1 X 10^ : 


0,1 mg de perles 
d'agarose dans le 
sac de dyalise 


1 


X 




2,1 X 10^ 


2,0 X 10^ 


40 0,1 mg de polymy- 
xine-agarose Si 1^»- 
terieur du sac de 


1 


X 




2,0 X 10^ 


0 


dialyse 
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Dans d'autres experiences on montre que la polymyxlne 
fixee h. I'agarose est active centre divers autres micro-organis- 
mes tels que : (i) Salmonella typhimurium, (2) Pseudomonas aeru- 
gin sa et (3) la levure Candida albicans. 
5 EXEMPLE II 

L»efficacite d'une amine primaire aliphatique, d'un acide 
carboxylique aliphatique et d«un aminophenol est illustr^e par 
1 'experience suivante. On fixe par liaison covalente les composes 
. ci-dessous a de 1* agarose sous forme de I'Affi-Gel lO utilise 
10 pour. la. fixation de la polymyxine B dans I'exemple I : 

1. NH2-(CH2)^Q-NH2 

2. NH2-(CH2)^Q-COOH 

3. NH2-(CH2)^Q-CH3 

On etudie l»activite antimicrobienne des derives d» agarose 
de ces composes, qui sont couples aux per les d' agarose par leurs 
radicaux am4.n0, vis-i-vis de E,coli,s. typhimurium, B.subtilis 
20 et S. aureus. On ajoute des inoculums ^ 9,5 ml d'un milieu de 
culture sterile. L'inoculum est constitu^ de 0,5 ml de germes en 
phase stationnaire. Dans les tubes d' experience on ajoute 0,5 mg 
de 1» agent antimicrobien inmobilis^. Les tubes teraoins renferment 

0. 5 mg de 1« agarose non transform^ ou ils ne renferment pas d'aga- 
25 rose. On melange energiquement les echantillons , puis on prepare 

dix dilutions en serie du tube ensemence d'origine et on incube 
les cultures ^ 37*C pendant 12 heures. 

On effectue les dilutions en serie de la culture d'origine 
. jusqu'k une dilution finale de 1 = io"^° de 1 "echantilion d'ori- 
30 gine. Apres l2 heures, on examine les echantillons pour rechercher 
le developpement bacterien. Le tableau II ci-apres montre la dilu- 
tion maximale pour la.quelle on observe un developpement bacte- 
rien. Les resultats conduisent aux conclusions suivantes: 

1. Les perles non transformees n'ont pas d'activite antimi-: 
35 crobienne. 

2. L'amine primaire aliphatique (N"l) est active vis-k-vis 
d»E.coli, S. typhimurium et S. aureus, 

3. L» acide carboxylique aiipliatique (n'2) est actif vis-k- 
vis d'E.coli. 

40 4. L'alcane normal en C^^ (n»3) n'a pas d'activite vis-a-vis 
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d*aucune des souches. 

5. Le phenol (n*4) est actif vis-i-vis de S. typhimurium et 

E. subtilis. 

Ces r^sultats montrent (jue 1» amine aliphatique primaire 
5 et le phenol fixes a 1 'agarose presentent une activite nette 
vis-a-vis d'au moins. un des micro-organismes Si gram positif et 
d'au tnoins un des micro-organismes a gram negatif 6tudi^s« 
TABLEAU II. » 

Effet des derives d* agarose sur des bacteries k gram posi- 

10 tif et a gram negatif. 

Organisme Dilution maximale permettant la cxoissance b) agarose 

non 





1 


2 


n* 3 




4 




transf orm6 


15 


temoin 


tenoln 


temcdn 


tanoin 




teaoin 






a) n"i 


a) n»2 


a) n-B 


a) 




a) 


agarose 


E.coll 


10-6 ^0-5 


10-6 10-5 


10-6 


10-6 


10-6 


10-6 


10-6 


S . typhlntu- 


-7 -3 

-10 ' 10 ^ 


10"'' IQ-' 


—7 —7 

lO ' lO ' 




10-6 


10-7 


10-7 - 


20 rium 
















S.aiireus 


-9 -7 

10 ^ 10 ' 


-9 -9 
10 ^ 10 ^ 


—9 -9 
10 ^ 10 ^ 


10-9 


10-9 


10-9 


10-9 


B, subtilis 10"® 10-8 


10-8 


10-8 


10-8 


10-7 


10-8 


10-8 



a) Les echantillons temolns sont Identiques aux echantillons 
25 experimentauxy si ce n»est qu'ils ne renferment pas de derives 
d* agarose. 

b> Les per les d» agarose non transform^ sont obtenues par traite- 
ment de l»Affi-Gel avec des tampons aqueux, sanjs addition dia- 
mines • 
30 EXEMPLE III.- 

On unit par liaison covalente un aminophenol k de la cel- 
lulose en utilisant de la carboxymethylcellulose et un reactif 
de type carbodiiraide selon le mode pperatoire indiique ci-aprfes, 
pour obtenir la structure suiyante: 

35 




Phenol-cellulose I (i partir de la carboxymethylcellulose et du 
40 p-aminoph^nol ) : 

On met en suspension l g de carboxymethylcellulose (Sigma, 
.medium, 0,7 meq/g) dans iO ml d»eau et on ajoute 5 ml d»acide 
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chlorhydrique ^ 5 56. Aprfes 5 minutes d' agitation, on filtre la 
suspension sur un entonnoir de Btlchner et on lave avec 200 ml 
d'eau, 50 ml d'ethanol, puis 50 ml d»ether. On transfere la pou- 
dre sechee dans un erlenmeyer de 125 ml muni d«un agitateur ma- 
5 gnetique et on ajoute 5 ml de dimethylformamide (DMP) puis 0,445g 
(2,15 millimoles) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC; Aldrich) dans 
7 ml de DMP et 0,545 g ( 5 millimoles) de p-aminophenol (Eastman) 
dans 5 ml de DMP. On lave les parois interieures de 1» erlenmeyer 
avec 3 ml additionnels de DMF et on agite la suspension douce- 
10 ment a la temperature ordinaire pendant 36 heures. A ce moment 
on ajoute 100 ml d'eau et on recueille le solide en suspension 
sur un entonnoir de Bflchner et on le lave a fond avec 200 ml d»eau, 
200 ml d*ethanol et 200 ml d»ether, puis on seche St. l»air pour 
obtenir une poudre brun clair floconneuse. 
15 On determine ensuite I'activite antimicrobienne vis-a-vis 

d»E.coli du derive ci-dessus et de la cellulose non modifiee en 
utilisant des quantites variables de phenol-cellulose et des ino- 
culums d« importance variables. On cultive les echantillons pen- 
dant 24 heures, puis on rechierche le developpement des bacteries. 
20 Les resultats obtenus sont regroupes dans le tableau III ci- 

aprfes, oij le symbole (+) indique 1« existence d'une culture et le 
symbole (-) indique I'absence de culture. Les resultats du tableau 
III montrent que, contrairement a la cellulose non trans formee, 
l«aminophdnol coupl^ k la cellulose a une activite antibacterien- 
25 ne importante. On couple egalement I'aminophenol a 1« agarose, 
comme decrit dans l«exemple I. Le dernier derive est actif vis- 
a-vis de S. typhimurium et B. subtilis, mais non- vis-a-vis d'E. 
coli (tableau II). Ces resultats montrent que le choix du support 
polymfere et du bras covalent peut avoir un eff et important sur 
30 1" activite antimicrobienne d«un compose fixe k un support. 
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■^ TABLEAU III- 

Effet de la phenol -cellulose I sur le developpement d'E.coll, 

culture 

mg d' agent antimicrobien cellulose-phenol cellulose non modifiee 



1 mg 




2 mg 




a 

3 mg 




4 mg^ 








5 mg^ 




b 




1 mg 








5 mg^ 




1 mg^ 


+ 


0^ 


+ 




+ 



15 a) Inoculum « 1 x 10 bacteries 

7 * 

b) inoculum » 1 x 10 bacteries 

8 

. c) inoculum « 1 x 10 bacteries 

On prepare d'autres phenol-celluloses (II k V) et leurs 
derives dichloro et diiodo comme decrit ci-dessous, 
20 Phenol-cellulose II : i partir de 1 »aminoethylcellulose et de/ 
I'acide (p-hydroxyphenyl)-3 propionique: 

On met en suspension 3 g d»aminoethylcellulose (Sigma; 
environ 0,7 meq/g) dans 20 ml de dim^thylf ormamide (DMF) et on 
ajoute 2,10 g (12,6 millimoles) d'acide {p-hydroxyph&iyl)-3-pro- 
25 pionique (Aldrich) .dissous dans le minimum de DMP, puis on ajoute 
1,15 g (6,3 millimoles) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC;Aldrich) 
dans 3 ml de DMF. On agite ce melange a la temperature ordinaire 
pendant 200 heures^ Apres traiteraent avec 20 ml d'eau, on filtre 
la solution sur un entonnoir de Btlchner et on lave ^ fond avec 
30 200 ml d'ethanol. On remet le gSteau de filtration en suspension 
dans un becher avec 100 ml d Methanol, puis on filtre a nouveau 
sur un entonnoir de Btlchner et on lave a fond, avec 100 ml d Metha- 
nol, 100 ml d*acetone et 100 ml d'^ther. Apres s^chage k I'air, 
le produit est un solide d"un blanc l^gerement teint^. 
35 Derive dichloro de la phenol-cellulose II : 

On met en suspension 0,7 g de phenol-cellulose II dans 5 ml 
d'eau et on ajoute 3 ml (3 millimoles) de solution d» hypochlorite 
de sodium IN (Clorox). On agite la suspension pendant i heure a 
0*C, duree pendant laquelle le melange reactionnel vire du vert 
40 jaun pSle au blanc. On dilue le melange reactionnel avec 20 ml 
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d»eau et on detruit. I'excfes d'oxydant (jusqu'a reaction negative 
avec un papier iodure amidonne) en ajoutant 3 ml d'une solution 
aqueuse saturee de thiosulfate de sodium. On recueille le solide 
sur un entonnoir de Btlchner et on lave a fond avec des portions 
5 de 200 ml d»eau, d»ethanol a 95 %, d^acetone et d'ether, puis 
on seche ^ I'air pour obtenir une poudre blanche, 
Derlv^ diiodo de la phenol-cellulose IX ; 

On reprend le mode opera toire ci-dessus et on iode 0,7 g 
. de ph&iol-cellulose II avec 2,5 ml d'une solution d'iodation 
10 0,5 M (15 g d» iodure de potassium et 25 g d*iode dans 200 ml 
. d'eau)* Apres traitement, lavage et sechage comme ci-dessus, on 
obtient une poudre brun pSle. 

Phenol-cellulose III" ; ( a partir de 1 'aminoethvlcellulose et de 
1 ' acide (p-hvdroxvphenvl )ace tioue ; 

IS On met en suspension 3" g d'aminbethylcellulose (Sigma; 

environ 0,7 meq/g) dans 20 ml de dimethylformaraide (DMP) et on 
ajoute 1,96 g (12,6 millimoles) d» acide (p-hydroxyphenol)aceti- 
que (Aldrich) dissous dans un minimum de DMF, puis on ajoute 
1»15 g (6,3 millimoles) de dicyclohexyl-carbodiimide (DCC; Aldrich) 

20 dans 3 ml de DMP, On agite ce melange a la temperature ordinaire 
pendant 48 heures. Apres traitement avec lOO ml d» acetone, on 
recueille le solide en suspension sur un entonnoir de Biichner 
et on lave avec des portions de 200 ml d'ethanol, d'eau, d« ace- 
tone et d» ether, puis on sfeche a l»air pour qbtenir une poudre 

25 floconneuse d'un blanc l^gerement teint^. 
Derive dichloro de la phenyl-cellulose III; 

On met en suspension 0, 7 g de phenol-cellulose III dans 
5 ml d^eau et on ajoute 3 ml (3 millimoles) d*une solution IN 
d* hypochlorite de sodium (Clorox), On agite ensuite la suspension 

30 pendant l heure a O^C, duree pendant laquelle le melange reac- 
tlohnel vire lentement du jaune vert p&le au blanc. On dilue le 
melange r^actionnel avec 20 ml d*eau et on detruit I'exces d'oxy- 
dant (Jusqu'^ reaction negative au papier iodure amidonne) en 
ajoutant 3 ml d'une solution aqueuse saturee de thiosulfate de 
35 sodium. On recueille le solide sur un entonnoir de Btlchner et on 
lave i fond avec des portions de 200 ml d»eau, d'ethanol k 95 %, 
d« acetone et d» ether, puis on seche k l»air pour obtenir une 
poudre blanche* 

Derive diiodo de la phenol -cellulose III: 
40 On reprend le mode operatoire ci-dessus pour ioder 0,7 g 
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de phenol-cellulose avec 2,5 ml d'une solution d'iodation 0,5 M 
■ (15 g d'iodure de potassium et 25 g d'iode dans 200 ml d'eau), 
Apres traitement, lavage et sechage comme ci-dessus, on obtient 
une poudre brun pSle, 
5 Phenol-cellulose IV ; partir de 1 'aminoethylcellulose et de 
I'aclde p-hydroxybenzoloue ) ; 

On met en suspension 3 g d' aminoethylcellulose (Sigma ; 
environ 0,7 mec[/g) dans 20 ml de dimethylf prmamide (DMF) et on 
ajoute 1,74 g (12,6 millifnoles) d'acide p-hydroxybenzolque 

10 (Eastman) dissous dans un minimum de DMF, puis 1,15 g ( 6,3 milli- 
moles) de dicyclohexylcarbodiimide (DCC; Aldrich) dans 3 ml de 
DMF. On agite ce melange a la temperature ordinaire pendant 200 
heures. Apres traitement avec 100 ml d« acetone, on recueille le 
solide en suspension stir un entonnoir de BOchner et on lave avec 

15 des portions de 20O ml d'etha'nol, d.»eau, d'acetone et d'ether, 
puis on seche a 1* air pour obtenir une poudre floconneuse d»un 
blanc teinte. 

Derive diiodo de la phenols-cellulose IV : 

On reprend le mode operatoire ci-dessus pour ioder 0,7 g 
20 de phenol-cellulose IV avec 2,5 ml d'une solution d»iodation 

0,5 M (15 g d'iodure de potassium et 25 g-d'iode dans 200 ml d»eaul 
Apr&s traitement, lavage et sechage comme ci-dessus, on obtient 
une poudre brun pSle.. 

Phenol -cellulose V C ^ partir de la carboxymethylcellulose et de 

25 la (p-hvdroxv-phenvl)-2 ethylamine : 

On met en suspension 3 g de carboxymethylcellulose (Sigma, 
Medium, 6,7 meq/g) dans 40 ml de dimethylf or mamide (DMF) et on 
ajoute 1,72 g (12,6 millimoles) de (p-hydroxyphenyl )-2 ethylamine 
dissous dans un minimum de DMF, puis 1,15 g (6,3 millimoles) de 

30 dicyclohexylcarbodiimide (DCC; Aldrich) dans 3 ml de DMF. 

On agite ce melange k la temperature ordinaire pendant 
48 heures, duree pendant laquelle le melange vire au brun. Apres 
traitement avec 100 ml d» acetone, on recueille le solide en sus- 
pension sur un entonnoir de Btichner et on lave avec des portions 

35 de 200 ml d*ethanol, d'eau, d'acetone et d'ether, puis on seche 
a l^air pour obtenir une poudre floconneuse d»un blanc sale. 
Derive dichloro de la phenol-cellulose V ; 

On met en suspension 0, 7 g de phenol -cellulose V dans 5 ml 
d*eau et on ajoute 3 ml (3 millimoles) de solution d« hypochlorite 

40 de sodium l N (clorox). On agite ensuite la suspension pendant 
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1 heure a 0*C, duree pendant la quelle le melange reactionnel 
vire au brun clair. On dilue le melange reactionnel avec 20 ml 
d'eau et on detruit l^exces d'oxydant (jusqu'a reaction negative 
avec un papier iodure amidonne) en ajoutant 3 ml d'une solution 
5 aqueuse saturee de thiosulfate de sodium. On recueille le solide 
svir un entonnoir de Bttchner et on lave a fond avec des portions 
de 200 ml d*eau, d'ethanol a 95 %, d» acetone et d» ether, puis on 
seche k I'air pour obtenir tine poudre blanche. 
Derive diiodo de la phenol-cellulose V ; 

10 On reprend le mode op&ratoire ci-dessus pour ioder 0,7 g 

de phenol-cellulose V avec 2,5 ml d'une solution d'iodation 0,5M 
(15 g d'iodure de potassium et 25 g d*iode dans 200 ml d»eau). 
On traite le melange reactionnel brun chocolat, on le lave et 
on le seche comme ci-dessus pour obtenir une poudre brun pSle. 

15 II convient de noter qu'en raison du tres grand nombre 

de composes antimicrobiens appropries, de supports appropries 
et de liaisons chimiques appropriees entre le compose antimicro- 
bien et le support, il est impossible de citer toutes les combi- 
naisons possibles. Par consequent, les exemples suivants illus- 

20 trent k titre nullement limitatif un couplage chimique de compo- 
ses antimicrobiens caracteris tiques a la cellulose, par I'inter- 
mediaire de bras fixes par liaisons covalentes a la cellulose. 
EXEMPIiE IV .-- 

On peut coupler la polymyxine h. la cellulose, comme 
25 indiqu^ ci-dessous i 

0 0 
-NH- (CHg ) 3-NH-(CH2 ) 3-NH-<:-(CH2 ) 



30 



NH 

I 

DAB-D-Phe-L-Leu 



MeOd: -DAB -L-Thr-DAB -DAB^ DAB-NH^ 
I \ ^ ' 

^"2 L-Thr 
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EXSMPLB 

La mono-dinitrophenyl-bacitracine A (derive forme par le 
radical amino de 1* ornithine) conserve son activite antibioti- 
40 que. Par consequent on peut unir la bacitracine A ou ses derives 
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a la cellulose par ce radical amino de la fa^on suivante 

CH, - 



15 



CH - CH - C 



CH^- CHg 



10 D^he 



L -lieu 4" 



/^2 

\ L^l — > 



L - Leu 



D - Glu 



L - His >■ D - Asp > L - Asn 

E 



D — Orn 
NH 



Y a 
L - Lys L -ILeu 



cellulose-NH-(CH2)3-NH-(CH2)3-NH-C-(CH2>2-C » 0 



EXEMPLE VI.- 

20 On peut coupler l»acide amino-6 penicillanique a la cellu- 

lose de la fa^on suivante: 

I , / 

cellulose-NH-(CH2 ) 3-NH-(CH2) g-WH-C-CCHg )2-C 



25 



NH 

\ 



/-CH3 

N CH 

\ 



OOH 
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EXEMPLE VII^- 

On peut fixer par liaison covalente les antibiotiques 
polyeniques (I'antibiotique repr6sent4 est ici la Filipine) i la 
cellulose par une liaison ester, conmie indique ci-dessous : 
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lo 



15 




C=0 



O 
II 



o 

li 



20 



cellulose- O -^<^2h— ^ -(^2)2— C - (CH2)2 

H 

EXEMPLE VIII.- 

Qn peut fixer par liaison covalente des derives organiques 
mercuriels tels que le nitrate phenylmercurique h. la cellulose 
comme repr^sent^ ci-dessous : 



25 



cellulose-NH-(CH2 ) j-NH-CCHg ) 3-NH-4-(CH5 ) ^-il-NH-^ \- 



*2'2 



Hg NOj 



30 EXEMPLE IX.- 

On peut fixer des d^riv^s de bephenium k la cellulose, conime 
indique ci-dessous : 
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cellulose 



O O 

II II 

NH — (^2)3— NH — (CHg)^— NH _C-(CH2)2— C 



NH 




10 



0 — CHg CHj 
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CH. 



© 
N-CH. 



CH. 



EXEMPLE X,- 

On peut fixer- des d^rlv^s de dichlorophfene li la cellulose, 
comme indique ci-dessous : 



0 
I 



20 cellulose-NH-(CH2)3-NH-(CH2)3-NH-C-(CH2)2- C 

NH 



25 
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EXEMPLE XI.- 

On peut fixer des derives d'hexylr^sorcinol a la cellulose 
35 par des liaisons amides, comme repr^sent^ ci-dessous : 
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? ? 

cellulose-NH- ( ) 3-NH- (CH^ ) 3-NH-C- ( ) 2"'^n^ 




10 Comrae precedemment indique, les reactions chimiques d» union 

des composes antimicrobiens aux supports sont nombreuses. Une 
description sommaire de mecanismes reactionnels illustratifs figu- 
re ci-apres dans les paragraphes A a H. . 

A. Derives d* agarose active par le bromure de cyanoqene : 

15 On active 1« agarose par le bromure de cyanogene en trai- 

tant 1» agarose avec \xn exces de bromure de cyanogene finement 
divise a un pH tres alcalin et k des temperatures ne depassant pas 
-20*C. On effectue la formation des derives en faisant reagir l«a- 
garose active avec un agent pharmaiceutique approprie, dans un tara- 

PO pon ou un solvant organique approprie pendant plusieurs heures, 
\J a la temperature ordinaire ou Si une temperature reduite. Ensuite 
on fait reagir avec des amines pour obtenir des irainocarbonates 
cycliques substitues k 1» azote et/ou des urethanes ou des carba- 
mates, mais principal ement I'iso-uree N-substituee. On peut ega- 

25 lement utiliser dans cette reaction d'autres agents nucleophiles 
tels que des ph&xols» 

Comme les derives monovalents d»iso-uree N-substituee des 
ligands ne sont pas totalement stables, on cherche a preparer 
des derives d • agarose polyvalents. Par exemple on couple de I'aga- 

30 rose active par le bromure de cyanogene a de la poly-D-lysine, 
de la serum-albumine bovine ou d'autres grosses molecules renfer- 
mant des radicaux polyamino* On forme ensuite un derive avec le 
fragment d^ecartement polyvalent selon des techniques class iques 
de fa?on a ce que le fragment d^ecartement soit u'ni aux composes 

35 a activite pharmaceutique par des liaisons covalente's stables 
(peptide, ether,etc.). L'utilisation de la poly-D-lysine corame 
fragment d'ecartement est particulierement appropriee, car elle 
resiste a la proteolyse. 

B> Formation de derives d'aqarose active par l^acide cyanurique; 
40 On a active plusieurs supports tels que par exemple de 
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1» agarose pour en effectuer le couplage ulterieur par reaction 
avec l»amino-2 dichloro-4,s-txlazine. La reaction du support ac- 
tive avec des reactifs nucleophiles, tels que des amines, des 
thiols et des alcools, conduit a la triazine non symetrique. On 
5 effectue la formation du derive final dans des tampons legere- 

ment basiques a la temperature ordinaire, pendant plusieurs heures. 
C Forniation de liaisons amides : 

On peut transformer les acides carboxyliques en reactifs 
d'acylation tres actifs par traitement avec certains reactifs. 
10 Les esters actifs obtenus peuvent correspondre h deux types : 
ceux formes in situ pour entrer immediatement dans une reaction 
complementaire et ceux qui sont suffisamment stables povir §tre 
isoles et caracterises • 

1. Esters actifs formes in situ. Le precede principal de 
15 formation in situ d' agents d»acylation consiste a traiter l»acide 
carboxylique avec un carbodiimide approprie dont le choix est 
determine par le servant reactionnel. De fagon typique on dissout 
I'acide carboxylique dans un solvant approprie, dont on a ajuste 
le pH entre 4,5 et 6,0. On traite la solution avec le reactif de 
20 type carbodiimide povir former 1» agent d'acylation actif qu'orl 
fait ensuite reagir avec des amines primaires pour former des 
amides. Les durees de reaction sont comprises de fagon typique 
entre 8 et l6 heures, k la temperature ordinaire. On peut egale- 
ment utiliser 1 »ethoxyacetylene comme reactif deactivation. 
25 .2. Esters actifs stables ou isolables : 

On peut isoler les acides carboxyliques ou leurs derives 
actifs pour acyler le p-nitrophenol ou le N-hydroxysuccinide 
pour obtenir les es-ters correspond ants. Ces matieres constituent 
des agents d'acylation tres actifs. Comme le proced^ typique 
30 necessite 1» activation de l»acide carboxylique par un reactif de 
type carbodiimide, ilest evident que I'utilite de ces esters 
actifs tient a leur stabilite elevee qui permet de les isoler 
et de les purifier avant couplage ^ un support. 

3. Utilisation d* anhydrides mixtes comme reactifs dVacy- 

35 lation: 

On peut activer les acides carboxyliques vis-a-vis de 
l»acylation en formant un anhydride mixte avec des derives d'aci- 
des carboxyliques ou d» acides carboniques appropries. Des compo- 
ses reagissants courants sont les anhydrides isovaleriques et 
40 trimethylacetiques que 1» on forme de fagon typique dans les solvents 
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organiques par traitement de I'acide carboxylique avec l»haloge- 
nure d*acide approprie, en presence de la quantite theorique d'une 
base constituee d»\ine amine tertiaire. La formation de !• anhydri- 
de mixte est rapide, m&me a basses temperatures, par exemple a — 
5 10**C et on peut faire reagir tres rapidement les derives avec un 
agent nucleophile approprie. Normalement on n'isole pas les anhy- 
drides avant de les soumettre i la reaction ulterieure. 

Le second type d» anhydrides mixtes est constitue par les 
anhydrides carboniques-carboxyliques parmi lesquels les carbona- 
10 tes d'isobutyle sont les plus courants. On peut former ces compo- 
ses reagissants en faisant reagir le chlorof ormiate d'isobutyie 
et I'acide carboxylique, comme precedemment decrit. L»avantage 
des anhydrides mixtes carboniques-carboxyliques par rapport aux 
anhydrides carboxyliques mixtes, est quails forment comme sous- 
15 produits des alcools tres volatils et du dioxyde de carbone. 
D* Formation d* esters carboxylicfues : 

On peut former les esters carboxyliques en acylant un al- 
' cool approprie avec une des formes activees d'un acide- carboxyli- 
que precedemment d^crites* 
20 £• Acvlation sur le carbone : 

Les esters actifs decrits en 2 du paragraphe C ci^essus \ 
concernant les esters actives stables ou isolables, sont des 
agents electrophiles appropri^s k la reaction avec des centres 
carbones nucl^ophiles , par exemple des enols et certains syst&mes 
25 aroma tiques riches en Electrons, On peut considerer les trois 
cas decrits ci-apres. 

1. Enolates nucleophiles. 

On peut transformer des matieres renf ermant des atomes 
d'hydrogene actif de fa?on reversible ou irreversible en les 

30 anions enolates correspondants , par traitement avec des agents 

appropries. Dans le cas de la formation irreversible de I'enolate, 
on porte k reflux le composant a hydrogene actif du systeme avec 
par exemple du sodium metallique ou de l»hydrure de potassium 
pour obtenir les d&rives ra^talles. On doit choisir pour cette - 

35 reaction un solvant parmi les ethers, tel que par exemple le 
tetrahydrofuranne ou le diglyme. Dans ces conditions, l»acyla- 
tion du compose metallique s'effectue rapidement a la temperature 
ordinaire. 

Sinon on peut former I'enol ate de fagon reversible par 
40 traitement avec des composes reagissants, tels que des alcoolates 
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de sodium, dans I'alcool approprie. II convient cependant de noter 
que dans ce cas, le compose reagissant lui-meme doit etre non 
nucleophile, ce qui limite le choix des solvants a ceux qui pre- 
sentent un fort empSchement. Dans ce procede on porte h reflux 
5 I'alcoolate, le compose k acyler et 1' agent d'acylation jusqu'a 
ce que la disparition de 1* agent d*acylation indique que la reac- 
tion est achevee. 

2. Enols nucleophiles: 

On peut acyler les composes enolisables par traitement 
10 d'un melange de I'agent d'acylation et du compose a hydrogene ac- 
tif avec un catalyseur approprie tel que par example le trifluoru- 
re de bore ou un etherat de trifluorure de bore, ^ une temperatu- 
re voisine de 0*C. Ce procede convient particulierement bien a 
la preparation des p-dicetones. 
15 3. Nucleophiles aroma tiques : 

On peut acyler les syst^mes aroma tiques selon des reactions 
catalysees par des acides de Lewis teis que par exemple le tri- 
chlorure d' aluminium, le trifluorure de bore et le chlorure stan- 
nique ou le chlorure de zinc, en conditions anhydres^ Les agents 
20 d'acyla«tion approprles sont les anhydrides simples et les chloru- 
res d» acides, 

F, Alkylation de carbones nucleophiles : 

1. Les enolates indiques en l du paragraphe E ci-dessus 
sont des agents nucleophiles convenant au deplacemerit d'un anion 

25 halogene ou sulfonate d'alkyles primaires ou secondaires. De fa- 
gon typique les reactions s'effectuent dans des solvants cons- 
titues d» ethers ou d'alcools, selon la base utilisee pour former 
l»enolate» On peut egalement utiliser des epoxydes comme compo- 
* sants ^lectrophiles, I'alkylation produisant I'alcool secondaire 

30 ou tertiaire. Lorsqu*on utilise comme composants ele dbrophiles 
des aldehydes ou des cetones, les produits reactionnels peuvent 
Stre des composes carbonyles de type p-hydroxy ou a,p-insature 
(condensation aldolique). 

2. L^alkylation des composes nucleophiles aromatiques 

35 (alkylation de Priedel et Crafts) sjeffectue par reaction d'halo- 
gdnures et de sulfonates d'alkyles et de composes aromatiques, 
en presence de catalyseurs qui sont des acides de Lewis, genera- 
lement le trichlorure d* aluminium. On utilise des systemes aroma- 
tiques reactif s pour attenuer les conditions reactionnelles qui 

40 sont souvent energiques. 
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Une reaction apparentee est I'hydroxyalkylation des alde- 
hydes et des ce tones. Cette reaction avec des phenols est parti- 
culierement utile pour former le methylene biphenyle dans la reac- 
tion avec les aldehydes dans des milieux alcalins. 
5 Alkylation d'oxyqenes nucleophiles : 

La reaction d'alcoolates d'alkyle ou d'aryle avec des 
composes electrophiles appropries forme des ethers avec un bon 
rendement. Les substrats de la reaction sont des halogenures, 
sulfonates, sulfates et epoxydes d'alkyle. La reaction donne les 

10 meilleurs rendements et le moins de reactions secondaires lorsque 
1» alkylation comporte le deplacement des centres carbones primai- 
res d*alcoolates d^alcools primaires ou secondaires • En conditions 
energiques, les alcools r^agissent avec les sels d • aryl-diazonium 
pour former des ethers aryliques. 

15 H. Alkylation diamines ; 

1. On peut faire reagir les amines avec des halogenures, 
sulfates ou sulfonates d»alkyle pour obtenir les amines alkylees. 
La regulation de la reaction est difficile et il s»effectue sou- 
vent une addition de plusieurs radicaux alkyles k 1" azote; ce 

20 precede est done particulierement utile pour preparer les amines 
tertiaires. 

La reaction generale consiste a faire reagir les amines 
avec des epoxydes pour obtenir un amino-alcool , mais elle est 
particulierement satisf aisante avec les epoxydes comportant un 
25 centre reactionnel primaire. En conditions energiques, les ami- 
nes r^agissent avec les sels d« aryl-diazonium pour former des 
arylamines • 

2. Alkylation reductrice, Les amines primaires reagissent 
avec les aldehydes et les ce tones en solution alcoolique pour 

30 former xine base de Schiff (imine). On peut reduire ces interme- 
diaires sans isolement en utilisant de nombreux composes reagis- 
sants tels que le borohydrure de sodium, l»acide formique et le 
zinc dans I'acide chlorhydrique, ou par reduction catalytique 
avec du nickel de Raney. 

35 n convient de noter que 1« alkylation reductrice djautres 

fonctions azotees est possible si les radicaux fonctionnels sont 
par exemple des radicaux nitro, nitroso ou azo susceptibles 
d^fitre reduits par les composes reagissants precites. 

3. Formation des bases de Mannich. L s amines aliphatiques 
40 reagissent avec les composes renfermant des hydrogfenes actifs, y 
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compris les aldehydes, les c^tones, les acldes et esters carboxy- 
liquesjles nitriles, les composes de type nitro et certains phe- 
nols et composes benzyliques, en presence de formaldehyde ou 
d'autres aldehydes de bas poids raoleculaire, pour former des 
5 bases de Mannich, c*est-a-dlre des composes dont l»hydrogene ac- 
tlf a- ete aminomethyle. La reaction s'effectue gen&ralement a 
reflux en solution aqueuse ou alcoolique et on peut la catalyser 
avec un acide ou une base. 
I. Alkylation de soufre nucleophile : 

10 Les thiols et les thiolates alcalins reagissent bien avec 

les halog^nures d»allcyle, les sulfonates, les sels d' aryl-diazo- 
nium et les epoxydes pour former les sulfures ( thioethers ) . Les 
conditions de la reaction sont tres semblables a celles de la 
formation des ethers (voir le paragraphe G precedent) ou des ami- 

15 nesCvoirl da paragraphe H precedent) a partir de ces composes elec- 
trophiles • 

La liaison covalente eritre le support et le compose medi- 
camenteux se forme par reaction du groupe f onctionnel du compo- 
sant 1 (composant active; electrophile) et du groupe fonctionhel 

20 du composant 2 (nucleophile). L»agent medicamenteux et le support 
peuvent constituer l»un ou 1« autre des compos ants. Dans tous les 
cas les groupes fonctionnels caracteristiques des deux composants 
impliques dans la formation de la liaison et la liaison finale 
figurent dans le tableau IV. De f agon general e on prefere les 

25 liaisons amides, ethers et amines pour des raisons de stabilise 
dans les divers environnements opera toires. 

Dans certains cas, comme precedemment indique, il peut 
Stre preferable d'interposer un bras moleculaire entre la matiere 
support et 1 'agent medicamenteux. Ce bras peut 6tre constitue du 

30 composant 1 ou du composant 2. Done, apres la reaction, le bras 
est fixe entre le support et la matiere i activite biologique. 
Les bras, dont des exemples figurent ci-aprfes, peuvent Stre in- 
troduits selon des reactions semblables a celles utilisees pour 
unir le support et 1* agent medicamenteux : 
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0 0 
•[-NH-C-(CH5)„-C-NH(CH,)- ] - 

.[-NH.(CH2)5 ^-m 

OH 

-C-iH-CCH^)- 

-CCHg-CHg-O)- 

0 
II 

-C-NH-CH-C-]- 

1 " 
R 



ou m, n et o ont une valeur d'au moins un. 

- TABLEAU IV- 

compos ant 1 composant 2 

15 composant active structure et nam de la liaison 

electrophile nucleophlle 
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- REVENDICATIONS- 
Composition medicinale a activite pharmaceutique, caract^- 
risee en ce qu»elle est constituee d»u_n principe antimicrobien a 
activite pharmaceutique uni par liaison covalente aux molecules 
5 d'un support, ces molecules de support ayant des dimensions suf- 
fisamment importantes pour empScher leur passage ^ travers la 
peau et les muqueuses ou leur penetration par les plaies cutanees. 

2. - Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que le principe antimicrobien actif est choisi parmi les composes 

10 antimicrobiens ayant des molecules suffisamraent petites pour per- 
mettre leur pas.sage a travers la peau, les muqueuses ou les plaies 
cutanees et qui provoquent des effets toxiques secondaires lors- 
qu'ils p^netrent dans le systeme circulatoire. 

3. - composition selon la revendication 1, caracterisee en ce 
15 que le principe antimicrobien actif est choisi parmi les diamines 

aliphatiques, les polymyxines, la bacitracine, les penicillines, 
les derives de penicilline, les cephalosporines, les aminophenols , 
les phenols substitues, les antiJbiotiques polyeniques, les compo- 
sesses mercuriels organiques, les antibiotiques de type vancomy- 
20 cine, le bephenium, le dichlorophene et l»hexylresorcinol. 

4. - Composition selon la revendication 1, caract^isee en ce 
que le principe antimicrobien est choisi parmi les polymyxines, 
la bacitracine et les antibiotiques polyeniques. 

5. - Composition selon la revendication l, caracterisee en ce 

25 que les molecules supports sont choisies parmi les polysaccharides 
naturels, les polysaccharides modifies* les polypeptides naturels, 
les polypeptides synthetiques , le verre, le verre comportant des 
groupes fonctionnels actif s et des polymeres synthetiques. 

6. - Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce 
30 que les molecules supports sont des polymferes choisis parmi les 

polyacrylamides , les polyacrylates , les polystyrenes comportant 
des groupes fonctionnels, I'alcool polyvinylique, les copolymeres 
de polyethylene et d» anhydride mal^ique, la polyvinylpyrrolidone 
et les polymeres de condensation tels que les polyesters et les 
35 polyamides. 

7. - Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que la liaison covalente est choisie parmi les liaisons amide, 
carbonate, carbamate, iminocarbonate , iso-ur^e, triazine, acyle, 
alkyle, base de Mannich, sulfure, sulfonamide, ester, amine et 

40 ether. 
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8.- Composition selon la revendication l, caracterisee en ce 
qu'elle comporte un bras moleculaire entre le principe antimi- 
crobien actif et le support, ce bras moleculaire ^tant choisi 
parmi ceux indiques en (a) a (e) ci-apres et leurs combinaisons : 

' ■ « ? , 

a. -[-NH-C-(CH-)-C-NH(CH-)- ]- 

£.11 2 m o 

b. -C-NH-(CH2 

0 

10 c. -C-iH-(CH,)-]- 

^ n m 

d. -(CH^-CH^-O)- 

O 

c. -C-NH-CH-C-]-jj^ 
15 R 

ou n, m et o sont egaux au moins k un. 

9«- Proced^ pour preparer une composition medicinale a acti- 
.vite pharmaceutique ne pouvant pas traverser la peau, les rauqueu- 
ses ou les plaies cutanees pour penetrer dans le syst^me circula- 

20 toirei caracterise en ce qu'il consiste It faire reagir un princi- 
pe antimicrobien a activite pharmaceutique avec une matifere sup- 
port ayant des molecules suffisamment grosses pour empScher leur 
passage k travers la peau, les muqueuses ou les plaies cutanees, 
pour former entre elles une liaison covalente stable dans tous 

25 les environnements correspondant k l^emploi pr^vu* 

10«- Proc^e selon la revendication 9y caracterise en ce que 
le principe antimicrobien actif est choisi parmi les polysaccha- 
rides naturels, les polysaccharides modifies, les polypeptides 
naturelsy les polypeptides synthetiques , le verre, les verres 

30 comportant des groupes f ohctionnels i les polymer es synthetiques 
et en ce que les molecules supports sont choisies parmi~ la cel- 
lulose, les dextranes, 1 •agarose, I'amidon, l»inuline, les xy- 
lanes, les mannanes, les glucomannanes , les galactanes, les 
arabinogalactanes, la gomme arabique, les gommes vegetales et 

35 leurs d^iv^s et leurs formes modif iees par pxydation par le 
periodate* " 

Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que 
la liaison covalente formee par cette reaction consiste en une 
liaison amide, carbonate, carbamate, iminocarbonate, lso-\iree, 

40 triazine, acyle, alkyle, base de Mannich, sulfure, sulfonamide. 
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ester, amine et ether et en ce que le principe antimicrobien 
actif est choisi parmi les composes antimicroblens ayant des 
molecules suffisamment petites pour permettre leur passage k 
tr avers la peau, les muqueuses et les plaies cutanees et provo- 
5 quant des effets toxiques secondaires lorsqu'ils penetreht dans 
la circulation generale. 



